










湯 3長 紫 かず氏名・(本籍) 一
学位の種類 医 字 博 士
学位記番号 第 4 4 0 8 子E玉コ
学位授与の日付 昭和 53 年 10 月 3 日
学位授与の要件 学位規則第 5 条第 2 項該当
学位論文題目 抗利尿ホルモンの作用機構に関する研究
ーとくに微小管の関与について-
論文審査委員 教(主査授) 阿部1 ネ谷
教(副査授) 中馬 一郎 教授和田 博
論文内容の要旨
〔目的〕
周知のように抗利尿ホルモン (ADH) は， cyclic AMP を細胞内 messenger として腎遠位尿細管，
集合管の水再吸収を促進させるが，細胞内 cyclic AMP 濃度上昇後，いかにして管腔側膜の水透過性








Bentley の方法に準じ， Bufo bufo japonicus の勝脱を中空のガラス棒に sac様に固定，内側(粘
膜側)に1/5 Ringer液 3 me を注入，外側(柴膜側)を20me Ringer液中に浸し， 20分毎に腸脱重量を
測定，浸透圧勾配に従った粘膜側より柴膜側への水の移動量を求めた。
1 )紫膜側に添加した10-5~10-4 M コルヒチン単独で、は，ヒキガエル跨脱膜水透過性に有意の変化を
認めなかったが， 5 mU/me vasopressinの水透過性促進作用は10-5 M コルヒチン紫膜側添加 4時間
・後に有意に抑制された。 10-4 M コルヒチンでは，築膜側添加 1 時間後に vasopressin の反応性が抑
制され， 4 時間後ではさらに強い抑制作用がみられた。
??
2 )また 2 mM cyclic AMPの水透過性促進作用も vasopressin と同様に抑制されることから，コル
ヒチンは細胞内 cyclic AMP濃度上昇以後の過程て"， vasopressin の作用を抑制することが示唆さ
れた。
3) 360mM尿素の粘膜側添加， 360mM マニトールの禁膜側添加， 2μ9 /mRamphotericin Bの粘膜側
添加によるヒキガエル勝脱膜水透過性促進作用は， 10-4M コルヒチン築膜側添加 4 時間後も何ら有
意の影響をうけなかった。
4 )柴膜側Ca*濃度を通常の Ringer液濃度の 1mM から 8mM に上昇させると， 10-4 M コルヒチン築
膜側添加 4 時間後も， 2 mM cyclic AMPの水透過性促進作用は何ら影響を受けなかった。すなわ
ち築膜側Ca件濃度の上昇により，コルヒチンの cyclic AMP反応性抑制効果は完全に消失した。
2 .ヒキガエル勝脱膜上皮細胞からの微小管蛋白の分離
ヒキガエル勝脱膜上皮細胞からの微小管蛋白の分離は， Weisenberg らの方法に従った。 20~30匹
分の勝脱膜からスライドガラス端により上皮細胞をかき集め， homogenate の上清で DEAE-Sephadex
chromatography による fractiona tion を行なしヘ各分画について colchicine-binding assay , disc 
gel電気泳動を行なった。 colchicine-binding activity は各分画を 3H-colchicine と 370C ， 1 時間
incubate 後， DEAE-Sephadex column にて unbound colchicine を分離し， proteinbound radioｭ
activity を計測することによって求めた。
1) DEAE-Sephadex chromatography による colchicine 四 binding activity の回収率は85%で，脳
からの微小管蛋白の分離で報告されている如く，その大部分が0.8MKCLで溶出させた分画にみら
れた。
2 )この分画にみられた colchicine-binding protein を確認する目的で， SDS 申 urea ， urea gel 電
気泳動を行なったところ，牛脳から分離した微小管蛋白に相当する bands が容易に認められた。
3 )ヒキガエル勝脱膜上皮細胞から得られた上記分画と牛脳から分離した微小管蛋白を用しヘInCU-







1 )コルヒチンは細胞内 cyclic AMP濃度上昇後，管腔側細胞膜の水透過性允進までの過程に働いて，
vasopressin の作用を抑制すると推定された。
2 )ヒキガエル腸脱膜上皮細胞内に微小管蛋白の含まれることを， colchicine-binding assay , disc 
gel 電気泳動により確認し得た。
以上の成績から，ヒキガエル勝脱膜上皮細胞内の微小管はADH作用に重要な役割を果たしており，
cyclic AMP濃度上昇後，管腔側細胞膜の透過性冗進までの過程に関与していると推定された。
-160-
論文の審査結果の要旨
本論文は胃逮位部尿細管膜のアナローグであるヒキ蛙勝脱膜を用い，抗利尿ホルモン作用における
微小管の関与を明らかにしたものである。特に勝脱膜上皮細胞から微小管蛋白の分離を試み，その存
在を生化学的に始めて明らかにした点、は注目に値する。さらに本研究により，微小管が細胞内 cyclic
AMP濃度上昇後，管腔側細胞膜の水透過性克進までの過程に関与すると推定されたことは， 抗利尿
ホルモン作用における微小管の役割を考える上で興味深い。
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